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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
グリーンランド・エスキモーに関する疫学調査により魚油摂取が血栓症およびアテローム性動脈硬
化症の予防と治療に有益であることが示唆された。後に、魚油の有効成分は　n－3　系列の多価不飽和
脂肪酸（PUFA）、特にエイコサペンタエン酸〔EPA，20：5（n－3）〕であるとみなされて、多くの臨床
研究が行われたが、EPAの抗動脈硬化機序はよくわかっていない。
本研究では、アテローム性動脈硬化症の進展におけるマクロファージの重要性を考慮し、脂質代謝
の研究に頻用されるマウスのマクロファージ様J774A．1細胞（以下JC）を用いてPUFAのマクロファー
ジ機能への影響を明らかにしようとした。まず、JCにおける不飽和脂肪酸の代謝経路を明らかにし、
次にPUFAで修飾されたJCにおいて、変性リボ蛋白であるアセチルLDL（Ac－LDL）の取り込みを検討
した。
［方　法］
1．脂肪酸の代謝経路の研究
ConfluentになったJCを250J↓M脂肪酸－0．3％牛血清アルブミン（BSA）と24時間解置した後、総脂
質を抽出した。メチル化後、ガスクロマトグラフィーで構成脂肪酸組成を定量し、脂肪酸メチルエ
ステルの同定はガスクロマトグラフィー・マススペクトメトリーで行うことにより、細胞脂質の脂
肪酸組成の変化を調べた。次に、〔1－14C〕脂肪酸を用いたトレーサー実験で脂肪酸の代謝経路を
明らかにした。すなわち、COnfluentになったJCを250〃，M〔1－14C〕脂肪酸－0．3％BSAと醇置し、細胞
脂質の抽出後、各脂質分画に分離し放射活性を測定した。また、総脂質構成脂肪酸はメチルエステ
ルに変換し、高速液体クロマトグラフィーで分離し、それぞれのピークを分放して放射活性を測定
した。
2．膜流動性の測定
各種脂肪酸でエンリッチした細胞の膜流動性を測定した。すなわち、ConfluentとなったJCを250
JIM脂肪酸－0．3％BSAと24時間酵置した後、2FLM DPH（あるいはtma－DPH）で1時間ラベルし
microviscosimeterにより25℃での蛍光偏光値（P）を測定して膜流動性の指標とした。
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F3．Ac－LDL取り込みの定量
一各種脂肪酸で修飾したJCにおいてAc二1．DL取り込みの効果を調べた。すなわち：cc．nfluentとなっ
たJCを250pM脂肪酸TO．3％BSAと20時間炉置した後、蛍光色素でラベルしたAc－LDL（10pg／rn】）に
より4時間インキュべ－トし、フローサイトメーターにより蛍光強度を求めAc－LDL取り込みの指標
とした。
［結　果］
1．代謝経路
アラキドン酸〔20：4（。－6）〕および料A〔20：5（。－3）〕では、2個の炭素鎖伸長反応が主要代謝
経路であり、それぞれ22：4（れ一6）および22：5（n－3）となったが、22：5（n－6）および22：6（n－3）
は形成されず、△4－不飽和化反応は検出されなかった。α一リノレン酸、リノール酸およびオレイン
酸の主要代謝経路は2個の炭素鎖伸長に△3－および△5－不飽和化、さらに2個の炭素鎖伸長が続くもの
であり、△6－不飽和化反応は検出されなかった。なお、〔1－14C〕脂肪酸との24時間楷置では放射活性
の大部分は燐脂質とトリグリセリド画分に兄い出された。
2．膜流動性に関する脂肪酸修飾の効果
不飽和脂肪酸添加で細胞膜のP値は有意に減少し、ステアリン酸添加ではP値に変化はなかった。
脂肪酸の不飽和度が高くなるにつれ細胞膜の粘性は減少し、EPAを添加した時、P値は統計上有意
に最小値を示した。P値測定用蛍光ラベル化剤としてDPHが汎用‘されている。しかしDPHは細胞内
のオルガネラにも取り込まれる可能性が指摘されている。そこで細胞表層を特異的にラベルする
tma－DPHを用いて細胞膜脂質脂肪酸の組成変化によるP値の変動を測定し、DPHと同様の結果が得
られた。
3．Ac－LDL取り込みに関する脂肪酸修飾の効果
アラキドン酸およびEPAで修飾した細胞はAc－LDL取り込みが有意に減少した。
［考　察］
哺乳動物細胞においては、C18脂肪酸から不飽和度の高い長鎖脂肪酸へと代謝される過程は不飽和
化と炭素鎖伸長が交互に起こるものと考えられている。ところが今回の研究では、JCにおけるC18お
よびC20脂肪酸の主要代謝経路は、炭素鎖伸長に続いて△8－および△5－不飽和化が起こり、さらに炭
素鎖伸長が続くことが明らかとなった。同様の代謝経路はラット精巣およびC6グリオーマ細胞でも
報告されている。またJCには、△4－および△6一不飽和化酵素の活性は検出されなかった。
添加された不飽和脂肪酸はJCに取り込まれ、不飽和度の高い長期脂肪酸に変換され、主に燐脂質
とトリグリセリド画分に分布していた。特にPUFAである　20：4（n－6）と　20：5（n－3）は、それぞれ22＝
4（n－6）と　22＝5（れ－3）に炭素鎖が伸長されて、一部は培地中にも放出された。従ってマクロファー
ジにおけるEPAの生理機能は22：5（n－3）の生理機能も含めて考える必要がある。
次にJCへのAc－LDL取り込みに関しては、脂肪酸の不飽和度が高まるとAc－LDL取り込みは減少し
た。特にEPA修飾により膜流動性は最も増加し、Ac－LDL取り込みは最も減少した。これはマクロフ
ァージでの膜機能におけるEPAのユニークな役割を示唆している。
［結　論］
J774A．1細胞でのC18およびC2。脂肪酸の主要代謝経路は、炭素鎖伸長に続いて△8一不飽和化と△5－
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遠不飽和化が引き続いて起こり、さらに炭素鎖伸長が続くものである。また、J774A．1細胞の膜脂質を
PUFAで修飾した中ではEPA修飾にて膜流動性は最も増加し、Ac－LDL取り込みは最も減少した。こ
のことはマクロファージによrるEPAの抗動脈硬化作用の一つの機作と考えられる。
学位論文審査の結果の要旨
グリーンランドエスキモーに関する疫学調査を発端として、魚油成分中の多価不飽和脂肪酸
（PUFA）、特にエイコサペンタエン酸［EPA、20：5（n－3）］がアテローム性動脈硬化症の予防と治療
に有益であることが示唆されている。しかしながら、EPAの抗動脈硬化の機序については未だよく解
ってはいない。
本研究は、アテローム性動脈硬化症の進展にマクロファージが深く関わることから、脂質代謝の研
究に頻用されるマウスのマクロファージ様J774A．1細胞（JC）を用いて、JCにおけるPUFAの代謝経
路を解明すると同時に、各種のPUFAで修飾したJCの膜流動性とアセチルLDL（Ac－LDL）取り込み
を検討したものである。
その結果、JCにおけるC18及びC2。脂肪酸の主要代謝経路は、炭素鎖伸長に続いて△8－不飽和化と
△5－不飽和化が引き続いて起こり、さらに、炭素鎖伸長が続くものであった。哺乳動物細胞でのC18
脂肪酸から不飽和度の高い長鎖脂肪酸へと代謝される経路は、不飽和化と炭素鎖伸長が交互に起こる
とされているが、JCでは上述のようにユニークなものであった。なお、JCに取り込まれたPUFAの大
部分は、リン脂質とトリグリセリドに分布していた。また、JCの膜脂質を各種のPUFAで修飾したと
ころ、EPA修飾にて、膜流動性は最も増加し、スカベンジャーレセプターを介するAc－LDLの取り込
みが最も減少した。このことは、EPAの抗動脈硬化作用を説明しうる一つの機序と考えられる。
以上の研究は、EPAの抗動脈硬化機序の解明の有力な手掛かりとなるものであり、博士（医学）の
学位論文として価値あるものと認める。
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